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研究のまとめ
HCVの持続感染の遮断が肝がん発症のリスクを低下させると期待される。
HCVは宿主とは異なるRNA複製過程があり、剛A依存RNA合成酵素(RdRP)
であるNSSBはHCV複製遮断の有力な標的である｡HCV複製の阻止を目標に、
HCVNSSBの構造と機能の検討を行った。我々は、1)集約型と点置換アラニン
変異を系統的に導入し、NSSBのRNA依存RNA合成(RdRP)活性に必須である
5アミノ酸残基を新たに特定した。即RP活性には鋳型結合能は要求せず、鋳
型/primer結合能を要求した。YZ76が鋳型/primerに必須なアミノ酸残基とし
て特定された(Qinetal.,Hepatol.,2001)｡2)NSSBがhomomencにオリゴマー化
することを見い出し、アラニンスキャン法によりオリゴマーに必須な2残基を
特定した。この2残基は活性中心より離れ則RP活性に必須な2残基と一致し
た。この2残基、E18とHSO2、の各種置換変異による解析から、オリゴマー化
もRdRP活性もアミノ酸残基特異性が高いが、この2残基の交換が可能である
結果を得た(Qin&Luo,etal.,J.Biol.Chem.,2002)｡3)Invivo及びinvitroでNSSB
とNSSAの特異的結合を見い出し、集約型アラニン置換変異NSSBのライブラ
リーを用いてスキャンし、4配列がNSSA結合に必要な領域と限定し、NSSA
の2つの独立した領域がNSSB結合に必要であることを同定した(J.Biol.Chem.,
2002．法により各々の結合必要領域を限定した。NSSAがNSSBのRdRP活性
を修飾することを見い出した(Shirotaetal.,J.Biol.Chem.,2f77:11149-11155)｡NSSB
のC端21アミノ酸が欠損したNSSBtは、培養細胞系でGW融合型として発
現させると、核内に局在し、全長型NSSBは核周辺の膜成分に局在する。我々
は、ヌクレオリンと全長型NSSBの膜構造での共局在を見い出し、培養細胞系
で内在性ヌクレオリンとNSSB或いはNSSBtとの特異的な結合を見い出した。
相互作用の領域は、ヌクレオリンのC端側の領域に限定され、NSSBでは、集
約型アラニン置換変異ライブラリーを用いた解析から、2つの領域に限定され
た。ヌクレオリン結合欠損のNSSBの変異で、全長NSSBとヌクレオリンの共
局在は観察されなかった。部分精製したGST融合型ヌクレオリンを部分精製し
て、NSSBtのRdRP活性への効果を検討した結果、NSSB結合性を示すヌクレ
オリン断片は、量依存的にRdRP活性を阻害した(Hiranoetal.,J.Biol.Chem.,in
press,2003)。これらの結果は､HCV複製の阻害剤開発の新たなデザインとして、
NSSBのオリゴマー化、NSSAとの相互作用、及びヌクレオリン結合領域が標
的となる可能性を示唆した。NSSBのオリゴマー化とNSSA結合領域に関して
は、従来の基質アナログとは異なり、HCV複製酵素に特異的な阻害剤の開発が
可能であると考えられる。今後、invitl℃のRdRP活性への効果とHCVレプリ
コン系を用いたHCV複製複製の効果の比較が必要である。
研究発表
1）学会誌等で発表
1.S-W・Kee,Y.M・Lee,S-K.Bae,S・Murakami,Y.Yun,K-W.Kim・HumanHepatitis
BVirusXproteinisapossiblemediatorofhypoxiainducedangiogenesisin
hepatocellularcarcinoma.(2000)BjOc舵剛.B叩勿s.R".⑰〃棚柵.,268:4S6-461.
2．KenkiclliMasutomi,ShuichiKaneko,NaoyukiHayashi,TatsuyaYamashita,,
YukihiroSllirota,KemchiKobayashi,andSeishiMurakami.TelomeIaseActivity
Reconstimed加W"owitllPulifIedHumanTelomelaseReverseTIanscriptaseand
HumanTelomeraseRNAComponent.(2000)､ZBM.C"e卿.,27S:22S68-22S73.
3.Wei,W.,DoIjbal,D.,Lin,Y.,Qin,W.,Nomura,T.,Hayashi,N.,Murakami,S.
DirectinteractionbetweenthesubunitRAP30ofTHIFandRNApolymerase
subumtS(RPBS)whichcontributestotheassociationbetweenTHIFandRNA
polymeraselI.J・Biol・Chem.,Z76:12266-12273,2001.
4.Qin,W.,Yamashita,T､,Shirota,Y､,Un,Y.,Wei,W.,Murakami,S.Mutational
analysisofthestrucmreandfilnctionsofHepatitisCVirusRNA-dependentRNA
polymerase・Hapatology,33:728-737,200止
5．．Arai,K.Masummi,S.Khurts,S.,Kaneko,K・Kobayashi,S.Murakami・Two
independentregionsofhumantelomerasereversetranscliptase(hTERT)are
importantfbrtlleiroligomerizationandtelomeraseactivity.J・Biol・Chem.
Z77:8S36-SS44,2002.
6.Qin,W.,Luo,H､,Nomura,T.,Hayashi,N.,YamashitaY.,Murakami,S.Oligomeric
interactionofHepatitisCVirusNSSBiscliticalfbrcatalyticactivityofRNA
dependentRNApolymerase.J.Biol・Chem.,277:2132-2137,2002.
7.Shirota,Y､,Luo,H.,Qin,W.,Kaneko,S.,Yamashita,K､,Kobayashi,K.,Murakami,
S.HepatitisCVirusNSSABindsRNA-DependentRNAPolymeraseNSSBand
modulatesRdRPactivity.J.Biol・Chem.,2f77:1114g-111SS,2002.
8．MaidaY,KyoS,KanayaT,WangZ,YatabeN,TanakaM,NakamuraM,Ohmichi
M,GotohN,MurakamiS,InoueM．DirectactivationoftelomerasebyEGF
throughEts-mediaedtransactivationofTERTviaMAPkinasesignalingpathway.
Oncogene21(26):4071-4079,2002
9.Masutomi,K､,Kaneko,S､,Yasukawa,M.,AIai,K.,Murakami,S.,Kobayashi,K.
Identificationofserumanti_llumantelomerasereversetranscriptase(hTERT)auto-
antibodiesduringprogressiontohepatocellularcarcinoma;Oncogene.21(38):S946-
S9SO,2002.
10.N・Hayashi,S.Murakami.WMI,agenewhichencodsaguamnequadruplex
bindingproteininteractswithCDCI3inStzcc〃〃oMycesc"ev鰄伽.(2002)Mol.
Genet・Genomics,267:806-813,2002.
11.M.Hano,S.Kaneko,T.Yamashita,H・Luo,W.Qin,Y.Shirota,T.Nomura,K.
Kobayashi,S.Murakami・DirectlnteractionbetweennucleolinandHepatitisC
VimsNSSB,J.Biol.Chem.,27S:SIO9-511S､2003.
12.Murakami,S・HepatitisBVirusXprotein:Amultifmctionairegulatoryprotein.J
GastIDenterol､36:651-660,2001.
13.DoljsurenD.,村上清史.(2000)B型肝炎ウイルス(HBV)Xタンパクに拮抗す
る新規タンパクRMP.実験医学18:1137-1141
14.増富健吉、村上清史.(2000)昆虫細胞発現系を用いたヒトテロメラーゼ逆
転写酵素(hTERT)の発現・精製。バイオインダストリー 、17:3S-42.
1S.村上清史。ヒトテロメラー ゼ逆転写酵素(hTERT)の発現・精製とヒトテロメ
ラー ゼ活性の試験管内の再構成.教育通信、（前)｡23:24-2S,2001.
16.村上清史。ヒトテロメラーゼ逆転写酵素(hTERT)の発現・精製とヒトテロメ
ラー ゼ活性の試験管内の再構成.教育通信、（後)。24:22-23,2001.
17.村上清史。デー タ解説:C型肝炎ウイルス非構造蛋白(NSSB)のオリゴマー
化が複製酵素の活性に必須である。RDntierinGastIDenterology,8:66-67,2003.
2）国内外の学会等発表
(1)K.Masutomi,S・Kaneko,N・Hayashi,T.Yamashita,Y.Shirota,K.Kobayashi,S.
Murakami..TelomelaseactivityreconstimtedinvitlD.2000MianSymposium
onBiotecmology・Feb､3,2000.Miami,U､S.A.
(2)s・Murakami.S伽cmreandfimctionofHepatitisCVirusRNA-dependentRNA
polymemse(RdRPP).Invitedl_ccmleatFeb.S,2000atUniv.SouthCalifbma
(3)W・Qin,T.Yamashita,S.Murakami.MolecularCharacniZationofHCVRNA
DependentRNApolymerase.InvitedlectureatRrstNationalConf℃rence
sCMongoliatowardsmolecularbiology''AtSept､g,2000atUlanbaataar
Mongolia.
(4)L.Delgennaa,B.Dasimyam,L.Delgennaa,T.Nomura,D.Doljsuren,Wx.Wei,
S.Murakami.FunctionandsubcellularlocalizationofRPBS-mediatingprotein.
InvitedlecmreatRIstNationalConference@GMongoliatowardsmolecular
biology''AtSept､9,2000atUlanbaataarMongolia.
(5)K.Masutomi,K・Arai,andS.Murakami.Telomeraseactivityusingpulified
recombinanthumantelomerasereversetIanscIiptase(hTERT).Pusan-Kanazawa
IntemationalSymposiumSept,26,2000atPusan.
(6)S.Murakami.BiologicalRmctionandStrucmleofhumantelomerasereverse
tlanscriptase.InvibdlecmreatGwanjuUniversityatSept.Z7,2000inKorea.
(7)B.Dashnyam,L.Delgennaa,T.Nomura,D.Doljsuren,Wx・Wei,S.Murakami.
SubcellularlocalizationofRMP,whichcounteractsHBxtransactivation.Atthe
6thAsianconferenceontranscription.Oct.23-27,2000,atBeijinChina.
(8)W.Qin,T.Yamashita,H.Shirota,H.Luo,S.Murakami.Molecular
CharactelisticsofHCVNSSBRNADependentRNAPolymemse.7通
Interna伽alConferenceonMolecularBiologyofHepatitisCVirusandrelated
v1ruses．
（9）増富健吉、金子周一、荒井邦明、林直之、代田幸博、山下竜也、小林
健一、村上清史。組み換え型ヒトテロメラーゼ逆転写酵素(hTERT)の発
現・精製と触媒酵素の再構成。第Sg回日本癌学会総会
(10)平野正明、山下竜也、代田幸博、野村孝弘、林直之、村上清
史。C型肝炎ウイルス(HCV)NSSB蛋白と核小体蛋白nucleolinの会合。
第S9回日本癌学会総会
(11）秦偉平、村上清史。HCVNSSBRNA依存RNAポリメラーゼ
の2量体化。第S9回日本癌学会総会
(12)W.Wei,D.DoIjsuren,T.Nomura,S.Murakami.MutationsofRAP30,
asubunitofTFIIF,defectsininteractionwithhumanRNApolymerasell
subumtS.第S9回日本癌学会総会．
(13)Dashnyam,L.Delgemlaa,D.DoIjsuren,T.Nomura,W.Wen,S.
Murakami.TworegionsofRNApolymerasellsubu血S-mediatingProtein
(RMP)areimpo血ntfbrthesubcellularlocalization.第S9回日本癌学会総会
(14）林直之、村上清史。出芽酵母のテロメア領域複製に関与する
遺伝子の機能。第23回日本分子生物学会年会。
(15)W.Wei,D.Doljsuren,Y・Lin,W.Qin,T.Nomura,N.Hayashi,S.
Mulakami・HumangeneraltranscriptionfactorllFandRNApolymeraseII
throughbindingofRAP30andRPBS第23回日本分子生物学会年会。
(16）荒井邦明、増冨健吉、金子周一、小林健一、村上清史。ヒトテ
ロメラーゼ逆転写酵素(hTERT)の多量体形成に関する検討。第23回日本
分子生物学会年会。
(17)W.Qin,T.Yamashita,Y.Shirota,T.Nomura,NHayashi,H.Luo,S.
murakami・Chalamc[IizationofHCVNSSBRNAdependentRNApolymerase
(RdRPP).第23回日本分子生物学会年会。
(18)B.Dashnyam,L.Delgennaa,D.DoIjsuren,T.NoInura,W・Wen,S.
Mumkami・SubcellularlocalizationofRMP,aRNApolymerasellsubunitS-
MediatingProtein.B.第Z3回日本分子生物学会年会。
(19)S.Murakami.StrucmreandFunctionsofHCVReplicatingEnzyme,
NSSB.3rdKanaZawalntemationalSymposiumonCancer・Jan、10,2001at
Kanazawa.
(20)K.Arai,K.Masutomi,SKaneko,K.Kobayashi,S.Muakami.
Analysisofhomomericintelactionofhumantelomerasereversetranscriptase.
TelomeIeandTelomemse.MaI℃h2g-Aprill,2001．ColdSplingHarbor
Laboratory,USA.
(21)W.Wei,D.Doljsuren,Y.Un,S.Murakami.Directinteraction
betweenRPBSandRAP30iscriticalfbrtheassociationofRNApolymerasell
andTHIF・MechanismofeukaryotictranscriptionAug・29-Sept22001・Cold
SpIingHaborLaboIatory,USA.
(.22)S.Zhang,W.Wei,L.Dergennaa,T.Le,S.Murakami.DNA-binding
abilityofhumanRNAPolymerasellsubunit5(RPBS).Mechanismof
eukaryotictranscriptionAug、29-Sept22001.ColdSplingHarborLabolatory,
USA.
(23)W.Qin,HLuo,T・Yamashita,T.Nomura,N.Hayashi,S.Murakami
OligomerizationofHepatitisCVirusNonstrucmralproteinSB(NSSB)iscritical
toRNADependentRNApolymerase.8'hlntemationalSymposiumonHepatitis
CVirusandrelatedviruses.Sept.2-S2001,atParisFrance.
(24)M.Hrano,W.Qin,S.Kaneko,T.Yamashita,Y.Shirota,T.Nomura,
K・Kobayashi,S・Murakami・InteractionbetweennucleolinandHepatitisC
VimsNSSBaffEctssubcellularlocalizationofthetrunctatedNSSB.Sth
IntemationalSymposiumonHepatitisCVirusandrelatedviruses・SePt.2-S
2001,atPaIisFmnce.
(25)s・MurakamiHepatitisCVirusRNAreplicationenzyme.Kanazawa
InternationalSymposiumonCancer(mSC)III.Jan.11,2001atKanazawa.
(26）ウエイウエンシャン、デルゲルマジュフサンジャフ、レイ
ツイ、林尚之、野村孝弘、村上清史。RNAポリメラーゼサブユニット
5(RPBS)とRAmOの結合は、THIFとRNAポリメラー ゼ(Polll)の会合
に関与する。第60回日本癌学会総会。
(27）チンウエイピン、ルオホン、島上哲朗、村上清史。C型肝
炎ウイルス(HCV)非構造蛋白SB(NSSB)のオリゴマー 化はRNA依存RNA
合成酵素(RdRP)活性に必須である。 第60回日本癌学会総会．
(28）荒井邦明、増富健吉、フルツシラガルデイ、金子周一、小林
健一、村上清史。ヒトテロメラーゼ逆転写酵素(hTERT)の多量体形成に
関する検討。第60回日本癌学会総会。
(29)S.Zhang,W.Wei,L.Dergennaa,T.Le,N.Hayashi,S.Murakami.
HumanRNApolyeasellsubunitS(RPBS)eXhibitsDNA-bindingability.第
24回日本分子生物学会年会
(30)H.Luo,W.Qin,Y.Ma,T.Shimakami,N.Hayashi,S.Mumkami.
DimerizationofHepatitisCVimsNSSBiscliticalfbrcatalyticactivityofRNA
dependentRNApolymerase.第24回日本分子生物学会年会
(31）林尚之､野村孝弘､作本直子､向由起夫､金子嘉信､原島俊、
村上清史。出芽酵母のproteinphosphataseknock-outseIiesを用いた細胞老
化形質の解析。第24回日本分子生物学会年会
(32）荒井邦明、増富健吉、フルツシラガルデイ、金子周一、小林健一、
村上清史。ヒトテロメラーゼ逆転写酵素(hTERT)の多量体形成に関する
検討。第24回日本分子生物学会年会
(33)Murakami,S.NewaspectsofHepatitisCVirus(HCV)replicase,Nonstructural
ProteinSB(NSSB),instructureandfilnctiOn.Mayl8-19,2002,atthe
workshopofSpIingMeetingofBiochemistrySocietyoftheRepublicofKorea,
Seoul,Korea.
(34)Luo,H.,Shimakami,T､,Ma,Y.,Murakami,S.HCVNSSAInodulates
RNA-dependentRNApolymeraseactivityofNSSBthroughdirectbidning.July
7-11,2002atgihlntemationalMeetingonHCVandrelatedvirusesatSanDiego,
U.S､A.
(35)Murakami,S.HepatitisBVirus(HBV)XprOteinandtranscriptional
regulationinwllichRPBSisinvolved.第25回日本分子生物学会年会シンポ
ジウム、平成14年12月11-14日、横浜。
(36)Murakami,S.NovelmodulationstepsofHepatitisCVirusreplicase.
atMayl9,2002,InvitedlectureatKoreanReseal℃hlnstituteofBioscience
andBiotechnology.
(37)MurakamiS・HumanTelomeraseasatargetofdrugdesign.May31,
2002.InvifdlecmreatMedicalUnitofSichuanUmversity.
(38)L.Delgermaa,N・Hayashi,T.T.ThuLe,T・Nomura,S.Murakami
InteractingfactorswithRPBS-mediatingprotein(RMP)whichfUnctionally
antagonizestranscriptionalactivationofHBVXprotein(HBx).第61回日本
癌学会総会、平成14年10月1－3日、東京。
(39)L.Hong,T.Shimakami,Y.Ma,Y.Shirota,S.Murakami.Modulation
ofRNA-dependentRNAPolymelase(RdRP)ActivityofHepatitisCVims
(HCV)NSSBByNonstmcmralProteinNSSA.第61回日本癌学会総会、平
成14年10月1－3日、東京．
(40)林直之、野村孝之、作本直子、向田起夫、金子嘉信、原島峻、
村上清史酵母のproteinphosphataseknock-outseIiesを使った細胞寿命に
関わる信号伝達系の検索第25回日本基礎老化学会
(41)L.Delgermaa,N.Hayashi,T.T.Lei,S.MurakamiTheregulation
ofsubcellularlocalizationofRPRS-mediatingprotein,RMP.第25回日本分
子生物学会年会、平成14年12月11-14日、横浜。
(42)L.HongT.Shimakami,Y・Ma,S・Murakami.HCVNSSA
modulatesRNA-dependentRNAPolymeraseactivityofNSSBinthe加vi"o
assayusinghomopolymericRNAtemplates第25回日本分子生物学会年会、
平成14年12月11-14日、横浜。
(43）林直之、野村孝之、作本直子、向田起夫、金子嘉信、原島峻、
村上清史出芽酵母のテロメア機能と細胞寿命に関与するprotein
phosphatase第25回日本分子生物学会平成14年
(44）村上清史組み換え型ヒトテロメラーゼ逆転写酵素(hTERT)
の発現精製とその利用。平成14年度金沢大学がん研究所薬剤開発セン
ター公開シンポジウム平成14年11月1日、金沢。
(45）村上清史がん領域の分子標的と研究開発。北陸先端科学技術
大学院大学材料科学研究科セミナー＆フォーラム。平成14年11月1
1－12日、北陸先端科学技術大学院大学
